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MONITORIZACAO DA OBEDIENCIA DO PACIENTE AO TRATAMENTO E
DA BIODISPONIBILIDADE DE DROGAs

PELA DESPROTEINIZACAO DE FLUIDoOs CORPOREOS .

clinico e/ou 4 obediéncia do paciente 4 medicacao
pPrescrita tanto enm unidades clinicas quanto nos
servicos de Saude publica, Os métodos sdo
caracterizados por uma simplificada e efetiva etapa de
desproteinizacéo do fluido Corpdreon Seguida pela
extracio da dfoga € sua qQuantificacso pPelo uso de uma
técnica Precisa, tga] Como o ensaio colorimétrico ou o

método de Cromatografia liquida ge alta resolucdao

(HPLC) .

FUNDAMENTOS Da INVENGCAO

No campo da medicina, tep sido criados muitos
medicamentos Seguros e eficazes po tratamento de
individuos doentes. Caracteristicamente, bPacientes que
fazem barte de brogramas de tratamento com uso de
m2dicamentos sdo devidamente monitorizados. Métodos
Subjetivos e Objetivos $30 usados Para identificar
fintomas Persistentes o bara implementar quaisquer

mudancas que se facam necessarias durante o tratamento.

et e
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A monitorizacéo pode continuar enquanto durar o

tratamento.

clinica que envolve o aconselhamento individual e a
Supervisao pessoal de perto pelo médico. Os médicos
Observam os Sinais fisiolégicos € Os sintomas oy Sinais

residuais da doenca. Eles tambénm bPrestam atencdo as

dor e avaliam gas mudancas fisioloégicas durante o
Periodo. Esse método & altamente Subjetivo e pode levar
a potenciais erros.

Informacao adicional Sobre a ¢bediéncia do
paciente gao tratamento também pode Ser obtida pelos
métodos qualitativos de monitorizacao da urina como um
brocedimento laboratoriaj padriao denominado Imuno-
ensaio enzima-multiplicada (EMIT) . ‘Através da
utilizacao de um valor arbitrario limitrofe, esses

métodos fornecem ao clinico indicacses Simples

Os derivados quimicos dque ocorrem naturalmente pela
metabolizacao da medicacdo no COrpo do paciente. Neo
entanto, esses testes nao fornecen informacéo sobre 3

quantidade ou o tempo do ultimo uso da droga ou se &

I R Y L O
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dose Prescritg da medicacao foi ingerida

apropriadamente, desviada ou suplementada.

urina podem ger levados a criar Problemas nos seps
métodos de tratamento. A esse Tespeito, bode-~se Citar
Fox, w. (Fox, w. (1990) . “Drug Combinations and

bioavailability of rifampicin”. Tubercle, 71: 241-5)

eficicia do tratamento de tuberculose com mult;i-

drogas bara confirmar a determinacéo da
biodisponilibidade bela uring, No texto mencionado, o
termo “exteriQr” Significa fora de baises em
desenvolvimento onde Nnormalmente nao saio €ncontrados

€Quipamentos analiticoes caros.

€ a medida direta da Concentracjio da droga nao
metabolizads ou -dos metabdlites ativos da droga no
Plasma oy €m outreos fluidos Corpdreos. Esse método

direto apresentag algumas limitacées pois ¢ caro e

ttilizam alta tecnologia, tais como O método de

Cromatograrfiga liquida de alta resolucsao e

w
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fpe

A&/



&)

5

dos procedimentos analitjceog sofisticados tem sido

feitas. No documento EpP 122 052 @& <descrito um métodeo

COrpo de yp individuo O quail Consiste das @tapas ge
Coletar liquide atraves de mmeips que compreendenl um
Corpo absorvente inerte, contendop uma substéncia que

Teage cop a determinada droga, €ssa Coletga Sendo

Suficiente "Para o desenvolvimento da Feacio ate que
seja Possivel 4 deteccéo. E mencionade que esse métodp
rapidamente fornece ypg indicacse do  nivel gg dita
droga ngo Corpo Porque o liquide lacrimay € menos
Complexo do Qque osg Outros fluidos Corpdreos, tal como ol
Sangue. pg entanto, esse ensaiop bermite 4 deteccéo
Somente Qualitatjivg ou semi-quantitativa da droga,
Apesar da simplicidade Ser uma Qualidade
importante Quando esse trata de métodosg de
monitorizacéo, a aCuracia do €nsaio g Crucia] no

Controle de doencas tais como a tuberculose,

Presentes €m fluidos corpéreos, tal Como o Sangue, Com
relacio a esse aspecto, é Propostg no documento Us ¢4
¢56 143 a utilizacéc da cromatografia liquida de altg
resolucao DPara detectar a Presencs de tracos de

Compostos Soluveijs o fluorescentes, Cada uyp tendo
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Pelo menos unm atomo de hidrogénio 1abij bPela aciciao de
quinona nao fluorescente 8@ qual pode ser reduzida 4
hidroguinona fluorescente € irradiar, na Press=nca de
Oxigénio, g solucio Fesultante conm uma  quantiigde de
énergia luminosa Ssuficiente Para reduzir 3 Qiinona &

hidroquinona.

Os métodos Quantitativos e analiticos d2vem ser

preferencialmente usados repetidas vezes rara
acompanhar o) Paciente e assegurar que 2le esta
realmente ingerindo, de maneira adeqiada, as

quantidades Prescritas da medicacdec e respondendo como
esperado. Mais do que isso, quando se trata de
campanhas de Saudde Publica, a confianca na

monitorizacdo do tratamento & crucial. o Programa de

r'epresentativo dessa abordagem e 3 rifampicina como
exemplo de uma droga que €& altamente Potente e
largamente usada no tratamento da tuberculose,
Igualmente importantes sdo os acompanhamentos
eficazes da pPerformance de tratamentos com outras
drogas. Exemplos disso sio as drogas anti-retrovi:ais,
tais como os inibidores de Proteinase e de
“ranscriptase inversa, Por exemplo 2',3’—dideoxiinosina

P4

iddr), 2’,3’—dideoxicitidina (ddcC) or 3'—azido—2,

Ui

dideoxitimidina (AZT) (ver Frijus—Plessen N., Michael:

{4}
!

H.C., Foth H. e Kah} G.F. (1290) . “Determination of

[ %8
~
!

ézido—B'—deoxythymidine, 2’,3’—dideoxycytidine,
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fluoro—3’—deoxythymidine and 2’,3’—dideoxyinosine in
biological sSamples by high—performance liquid
chromatography”. Chrombio. Elsevier Science Publishersg
B.v. Amsterdam. 534: 101-107), drogas anti—fungicas,
por exemplo itraconazo] que também é usado na
Quimioterapia anti-leishmaniose (Anon: Britjisp Society
for Antimicrobia] Chemotherapy Working Party:
Laboratory monitoring of antifungal chemotherapy. The

Lancet. vo1. 337. bp. 1577-1580. 1991) ou drogas & base

de antiménio, que—eé—3 droga anti—leishmaniose mais

usada (World Health Organization. Tropical Disease

Research. Twelfth Programme Report. World Health
Crganization. Geneva. Switzerland. Pp 139.1995) .

No caso de bacientes conm tuberculose, ha um
crescente interesse na determinacao dos niveis
Soroldégicos das Principais drogas anti-tuberculose, em
particular 4 rifampicina que & uma dag Principais
medicacdes utilizadas. Os métodos de énsaio mais comuns

para a rifampicina sédo o} colorimétrico, o

de alta resolucaio. Inicialmente, os ensaios

microbiologicos foram os mais wusados € empregavam os

Scotti, k., Pallanza R., Mapelli E. (1967 .
“"Rifampicin: A new rifampicin. IIT Absorption,

distribution and elimination in man”. Arzneim—Forsch.

Tt ves wn . L

on T,

o

L e e,
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17: 534-7; Boman, G. (1974) . “Serum Concentration and
half-1ife of rifampicin after simultaneous cral
administration of aminosalicylic acid or isoniazig
Europ J clin Pharmaco1l. 7. 217-25; Dickinson, J.4.,

Aber, V.R., Allen, B.W., Ellard, a., Mitchison, r.a.
(1874) . “Assay of rifampicin in serum”. J Clin Pach.
27: 457—62;.Buniva, G., Pagani, V., Carozzi, Aa. (1983) .
“Bioavailability of rifampicin capsules”. 1Int g Clin
Pharmacol Therapy Toxicol., 21 404-9; Immanuel, cC.,
Jayasankar, K., Narayana, A.S.L., Saema, G.R. (1985) .
“Self—induction of rifampicin metabolism ip man” .
Indian Med Res. 82: 381-7. No entanto, 3 Precisao
desses métodos deneralmente deixa a desejar quando
comparado com métodos utilizando HPLC.

Os ensaios colorimétricos Chamam g atencado pela
facilidade da Sua reaiizacéo. Os bProcedimentos desses
métodos estao descritos eém: Maggi, N., Furesz, s,
Pallanza, R., Pelizza G. (1969) . “Rifampicin
desacetylation in the human organism”. Arzneim—Forsch.
19: 651-4; Sunahara, s., Nakagawa, H. {1972) .

“"Metabolic study and controlled clinical trials of

——e

rifampicin”. Chest. 61: 526-32; Jeanes, C.W.L.,

R

Jessamine, A.G., Eidus, L. (1972). “Treatment of
Chronic drug—resistant Pulmonary tuberculosis wWith
rifampicin and ethambutol~, Canad Med Ass J. 106: zaz-
& Brechbuhler, S., Flueher, H.; Riess, W. (1978

r=nal elimination of rifampicin as a function of tne
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oral dose”. Arzneim-Forsch. 28: 480-3; McConnel1, J.B.,
Smith, H., Davis, M., Williams, R, (1979). “Plasma
rifampicin assay for an improved solvent €XTraction
technique”. Br J Clin Pharmec. 8- 506-7; Israili, Z.H.,
Rogers c.Mm., El-Attar, H. (1987) . “Pharmacokinetics of
antituberculosis drugs in patients”, g Clin Pharmzcol .
27: 78-83, |

A Cromatografia liquida de alta resolucio (HPLC)

vem sendo usada na determinacao da rifampic:ing e de

S€us metabdlitos em Separado—0s brocedimentos de HPLC

15

estdo descritos em: Goucher, C.R., Peters, J.H.,
Gordon, G.R., Murray, J.F., Ichikawa, w., Welch, T.M.,
Gelber, R.H. (1977). “Chemical ang bacteriological
assays of rifampicin, rifampicin—quinone and
desacetylrifamprcin”. 12th U.S.-Japan Joint Conference
on Leprosy. Boston. Ma. Sept 27-29, 1977. pp. 47-59;
Lecaillon, J.B., Febvre, N., Metayer, J.p., Souppart,
C.(1978). “Quantitative assay of rifampicin and three
of rts metabolites ip human Plasma, urine and salivag by
high—performance liquid chromatography”. J Chromatogr.
145; 319-24; Ratti, B., Rosina—Parenti, R., Tosel1i
A., Zerrili, 1.p. (1981) .  “Quantitative assay of
rifampicin and its metabolite 25 desacetyl—rifampicin
in  human pPlasma by reversed-phase high—performance
liqhid chromatography”. J Chromatogr. 225:; 526-31;
Guillaumant, M., Leclercgq, M., Forbert, v., Guise, B.,

=arf, R. (1982) . “Determination of rifampicin,

e g vy
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(1992) .
15 the

cerebrospinal

meninges”. J

Chouchane, N_, Barre, J.,
Benakis, A, (1995).

pharmaceutical forms

no
relativa A0 statuys do Pacie

tratamento, Oos

descritos aCima,

tedidg diretga da

quantitativa da

respostas diferentes

extracts,

macrophages”.

., Nonis, A

14
“Comparative bioavailabil

J Chromatogr.
Mency, S.

Antimicrob

“Bioequivalence

232

. cr

Gialdroni—Grassi, G.

ity of

administered

.y .Agata, H.
©rminatijep of ri:ampic

in and ijitg main metah

Chemother.

Toumi, A, Tillement,

fornecimento

nNte ¢ da syg obediéncia

utilidade

and

369~76;

Grassi,

isoniazid,

Olitesg

into

719~24;

informacéo

a0

apresentado

em



10

..

.« W
ve o
dens
LY

Programas de tratamento a longo brazo. Por outro lado,

apesar de serep eficientes, OS ensaios Complexos com

muitas etapas de eXtracsio da droga dos fluidos

corpdreos, pbor exemplo HPLC, requerem equipamento e

materiais caros e Pessoal €Specializado ©S quais n3zo
sdo Normalmente encontrados em pequenos hospitais ou
laboratérioé de campo, principalmente €M  paises en
desenvolvimento. Mais do que isso, 4S perdas do

material que estd sob andlise OCasionadas pelo uso de

Varias etapas de exXtracio levam a valores de

28]
o

15

concentracao . mais baixos e conseqUentemente a

resultados errados.

Sem gas desvantagens dos métodos Conhecidos acima
mencionadas mas que tenham sensibilidade e
especificidade suficientes Para detectar tracos de

substancias bresentes en fluidos Corpdreocs complexos.,

@ monitorizar os pacientes, assegurando Jque eles
estejam ingerindo as quantidades Prescritas de
redicacsio. Assim, ga Presente invencao objetiva Prover

tais métodos aperfeicoados.

SUMARIO pa INVENCAO

0] objetivo da Presente invencao é fornecer um

etz gl TR
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dideoxitimidina (AZT), os Solventes Polares sdo Usados,
€M particular a agua.

0] anti—oxidante uUsado nga etapa de desproteinizacao
também & amplamente conhecido daqueles Versados pg
técniea e é Utilizadop para retardar 4 OCorréncig de
Teacdes de O©xXidacio. o acido ascédrbico bode ser Citado
como um exemplo representativo.

A concentracao da droga & medidg Por uma Lécnica
apropriads . Métodos colorimétrlcos e cromatograficos
bor HPIC sdo os Preferidos (por exemplo, ver McConnell,

J.B., Smith, H., Davis, M., Williams, R. “Plasma

rifampicin assay for an  improved solvent €Xtraction

technique. Br J. Cin Pharmac, 8:506—507. 1979;
G Grassi,

Acocella, G., Nonis, A.,'Gialdroni—Grassi, -y
C. “Comparative bioavailability of isoniazid,
rifampicin, and PYrazinamide administered in free

Respir Dis. 13g. 882-5, 1988. ; Ishii, M., Agata, §,

in  human plasma”. J Chromatogr. 426 412-6, 1983;
Vanakoski, J., Mattila, M.J., Vainio, P, Idanpssn-~
Heikkila, J.J. and Tdrnwall . “150 mg fluconazole does
not substantially increase the effects of 10 mg
midazolam Or the Plasma midazolanm Concentrations in
healthy Subjects~ . Int g Clin Pharmaco) The. 33(9):

l15-523. 1295, Frijus—Plessen N., Michaelis H.C., Forn

n



tratamento Cclinico individual Como nos brogramas de

Saude Piblica ¢ da obediéncia a0 tratamento com g

medicacsio brescrita. p monitorizacio dos niveis da

droga e obtida através de ensaijos quantitativos que

pPermitem 3 deteccao de drogas Presentes enm fluidos

corpdreos em Concentracdes abaixo de 0.3 ng/ml. 0]
10 método e caracterizads por uma etapa de
desprotelnlzacao bprevia a qual Propicia g recuperacao
de pelo menos 973 (g quantidade da Substéncia ep
analise bresente no fluido corpdreo, isto ¢, fazendo a
desproteinizacéo Na presenca de Znso, € possivel
15 retirar, com eficiéncia, 2 droga que tenha ficado
aderida as DProteinas contidas no fluido corpdreo.
Ressalta-se o fato de que o método da invencao ¢
éspecialmente util na determinacéo da droga bPresente no
Sangue pois este contém muito mais broteina do que
20 outros fluidos biolégicoes tais como urina, saliva ou

fluido_lacrimal.

etapa simplificada e efetiva de desproteinizacéo a
Lartir de fluidos corpéreos, tais como © plasnsg,

fangue, urina, Saliva oy fluido lacrimal seguida pelg

SXtracio da droga e susa quantificacao usando umsz

-t

SR Qo e T NN TR



técnica acurada, como por exemplo 0s €nsaios

colorimétrico e HPLC.

para gquantificar rifampicina com @ finalidade de
5 monitorizar osg niveis dessa‘droga em fluidos Ccorpdreos
bem como a um kit de monitorizacao do tratamento da
tuberculose com base na determinacao da concentracio da

rifampicina em fluidos corpdreos.

BREVE DESCRICAO DAsS FIGURAS

10 Figura 1 mostra a reprodutibilidade e acuracia do
método da pPresente invencao representadas por
cromatogramas de HPLC de misturas Sintéticas de
rifampicina com fluidos corpdreos: (A) rifampicina em
plasma nas concentracédes de 25; 12,.5; 6,25; 3,13 e

15 '1,56 Hg/ml; (B) varias amostras de mistura sintética de
rifampicina com salivé..na éoncéntracéo de 2.0 Hg/ml;
(C) varias amostras de mistura sintética de rifampicina
em urina a uma concentracdo de 18 ug/ml.

Figura 2 mostra @ reprodutibilidade e acuracia do

20 metodo da Presente invencsio representadas por
cromatograma de HPLC de uma mistura sintética de 27,3~
clideoxicitidina (ddc), 2’,3’—dideoxiinosina (ddI) e 37-
a:ido-Z,3'—dideoxitimidina (AZT) com plasma na
cencentracao de 20 pHg/ml.

Figura 3 mostra a reprodutibilidade e acuracia do

159}
o

metodo da Presente invencao 'epresentadas por

eem et

s o T
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cromatograma de HPLC de itraconazol €m plasms nas
concentracoes de 20; 10; 5; 2,5 e 1,25 Hg.‘ml.

FIGUuras 4 A E 4B ilustram um conjunto de Curvas
badrio que demonstram a linearidade da funcace fx,

z representads Pela Lei de Beer para 3 faixa de U.29 to

ol
J—
v
4]
3
v

b
ol

25 Hg/ml de rifampicina em
reprodutibilidade do método da presente invencac por

colorimetria a 340 nm.

plasma medida g intervalos de tempo, €omo  indicado na

figura, em dois Pacientes HIV Positivos com

tuberculose.

15  DESCRICAO DETALHADA pa INVENCAO

Nos Programas de manutencéo de tratamento, a
medicacdo e g dose deven S€r prescritos com base ep
diversos fatores. Estes Normalmente incluem 3 gra&idade
€ duracao da doenca, as Quantidades e OS tipos das

20 medicacses anteriormente utilizadas, a histéria meédica,
O sexo do Paciente, Possibilidade de gravidez, beso do
Paciente e ingestao de outras medicacdes terapéuticas
simultaneamente. Acrescente-se © fato de que, em certosg

Casos, o agente batogénico pode desenvolver um gray

n

2E significativo de Tesisténcia 4 droga ouy Combingecse

terapéuticas com a mesma e, em conseqUéncia, a perda de

T e e e e
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Sensibilidade a dita droga. Neste Caso, 3 regularidade
Na ingestso da droga ¢ de grande importancia.

Para determinar a obediéncia do Paciente 3 dose de
hedicacao prescrita, amostras (e fluido Corpdéreo do
Paciente, bor exemplo urina oy Sangue, s3q retiradas do
Paciente de forma aleatoria, Sendo medidg a

Concentracsio da droga nido metabolizags e/ou de Seus

metabolitos. De fato, as concentracoes de drogas anti-

Laboratory monitoring of antifungal'chemotherapy. The
Lancet. voj. 337. pp. 1577-1580. 1997,

Particularmente No  tratamento da tuberculose, a
ingestaio regular (o medicamentg € de fundamental
importéncia. Na Verdade, pPara se Conseguir eliminar a
tuberculose da lista dos Problemas ge Salde pﬁblica, é
importante €Stabelecer Programas ge Controle com up
1nstrumental eficiente bara acompanhar o tratamento.
isso bPode ser realizado através de métodos Capazes de

detectar quantidades Mminimas da droga oy de  seus

oeterminar @ eficacia de novas drogas ou posologias,

-articularmente se os medicamentos nao estio Sendo

N o e

Iy

B A E AR N A
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A rifampicina, a isoniazida, a pirazinamida e o
etambuto] s&o os medicamentos mais eficazes no
tratamento da tuberculose. A rifampicina e a isonia;ida
s&o Consideradas dS mais importantes dentre €sszs
drogas de Primeirg linha. As rifampicinas fac
antibidticos bProduzidos pela bacterig Streptomy:es

mediterranes e, sendo uma Substancia anfétera, é

soluvel tantg €m solventes organicos como em agua tendo

15

20

hepaticos. Em tais circunsténcias, a monitorizacéo
terapéutica da rifampicing bPrecisa Ser a melhor
bOssivel bara g Ootimizacio da dose. Uma grande bParte da

rifampicina, tanto inalterada Como na forma de sey

Principal metabdlito, & €XCretada na bile (cerca de

80%) e apenas umga Pequena fracso € eliminada belos
rins.

Praticamente todos os métodos bara determinar a
concentracio ds rifampicing em fluidos corpéfeos, por
exemplo, o Inicrobiolégico, © colorimétrico € o HPLC,
Necessitam de Um numero razoavel de etapas de extracio
bara separar 4 rifampicing € Sseus metabdélitos da
mistura Complexgs. Tais etapas desempenhanm um papel
importante Na precisio do ensaio pois & necessiripo

retirar & rifampicina € seus metabdlitos que tenham

L A
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ficado agregados as Proteinas contidas nos fluidos
corpdreos. Entretanto, nesses métodos, o tratamento de

remocao dos componentes interferentes leva tempo e

De acordo com a4 Presente invencdo, uma Unica etapa
dé!extracéo é necessaria, como pré—tratamento, antes da

déﬁeccéo do nivel da droga. Sulfato de zinco adquoso, um

sdo mecanicamente misturados e, apébs centrifugacéo, a

fase Sobrenadante desproteinizada & cuidadosamente

SA

Técuperada para determinar a concentracio da droga e de

sé@s metabdlitos.

pa?a determinar a concentracao das drogas anti-
refrovirais ddI, ddc and AZT (ver Frijus—Plessen N.,
Miéhaelis H.C., Foth H. e Kahl G.F. (1990) .
“betermination of 3'—azido—3'—deoxythymidine, 27,37~
dideoxycytidine,3’—fluoro—3’—deoxythymidine and 27,37~
dideoxyinosine in biological Samples by high-~
performance liquid chromatography”. Chrombio. Elsevier

3cience Publishers B.V. Amsterdam. 534: 101-107). Aas

v aapr iy - e,
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proteinas contidas nNo sangue s3o precipizadas pelo uso
de uma solucao saturada de sulfato dge aménio. Ng
verdade, o efeito salting out sobre misturas contendo
pProteinas ¢ um método bem conhecido e freqiientemenre

usado na purificacao de proteinas. Scopes, K.K.

(Scopes, R.K. Protein Purification Principles and
Practice. Second Edition. Springer—Verlag. New Yori:.
Chapter 3. Pp 50. 1988) descreveu que O0s sais mais

efetivos utilizados na Precipitacido de proteinas pelo

efeito salting OUt—s&o—aqueles contendo anions de

15

multiplg carga, tais como sulfato, fosfato € citrato.

Adicionalmente o autor citou que o cadtion é

relativamente menos importante €, mesmo assim Jque, parsa
aumentar a eficiéncia da Precipitacaio, devem ser
usados ions monovalentes na Sequinte ordem de eficacia
NH.;” > K* > Na".

Apesar dessas afirmacdes, de acordo com a4 presente
invencdo, foi verificado que a separacdo de pProteinas
de misturas complexas, tais como sangue ou Plasma, nszo
& obtida eficazmente se nao for utilizado Sulfato de

Zzinco. Na verdade, 3 Separacao, por Precipitacao, de

proteinas interferentes de uma droga contida em um

saturada de sulfato de amdnio na etapa de

desproteinizacao. Mais vantajoso ainda & o fato de ser

9]

utilizada, na Presente invencao, uma concentracs

r=lativamente baixa de sulfato de zinco. A soluciac A=
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sulfato de zinco pode variar de 0.1M até 5sM, ¢
preferencialmente de 0.2M até 1.0M.

Assim, © método completo de monitorizacio dga

L

obediéncia do paciente ao tratamento e d
biodisponibilidade de drogas da pPresente invencao
compreende as Seguintes etapas: (1) mistursa com

agitacsio mecanica do fluido corpdreo com solucido de

sulfato de Zinco, um solvente apropriado e, .

opcionalmente, um agente anti-oxidante bara precipitar
as proteinas, com a remocao da droga que tenha ficado
agregada as mesmas; (2) centrifugacido da mistura para
se obter 2 Separacao de fases; (3) Tecuperacido da fase
sobrenadante que & utilizada para se determinar 3
concentracio da droga atraveés de uma técnica
suficientemente precisa, tal como o] método
colorimétrico ou O método cromatografico HPLC.

O solvente usado na etapa de desproteinizacéo é
conhecido e sua escolha depende das propriedades de
solubilidade da droga que esta Sendo analisada. No caso
da rifampicina e seus metabdélitos, apesar da mistura
acetonitrila/Z—propanol (1:1) ser preferida, diversos
solventes organicos podem ser Uusados tais como benzeno,
tolueno, diclorometano, cloroférmio ou Suas misturas.
Com relacao 40S medicamentos a base de compostos de
antiménio, itraconazol e inibidores de pbrotease ou de
transcriptase inversa, tais como 2’,3’—dideoxiinosina

(ddI), 2’,3’—dideoxiicitidina (ddC) ou 3’—azido—2,3’—
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*esnegy

H. e Kahl G.F. (1990) . “Determination of 3’ -azido-237-
deoxythymidine, ' 2’,3'—dideoxycytidine,3’—fluoro—3'—

oxythymidine and 2’,3’—dideoxyinosine in biolegicza

Q.
(]

n

amples by high-performance liquid chromatography”.
Chrombio. Elsevier Science Publishers B.V. Amsterdam.
Z34: 101-107).

No caso da rifampicina e de Seus metabdlitos,
embora o método Cromatogragico por HPLC possa Ser

utilizado, a colorimetria & o preferido por combinar

15

20

€terminada por medidas eéspectrofotométricas da fase

]
Q.

organica sobrenadante na faixa de 340 nm. Mas o método
cromatografico por HPLC. Neste Caso, as condicdes de
realizaciao do énsaio também sio facilmente encontradas
na literatura, como a que foi citada acima. A figura 1
mostra, através de cromatogramas de HPLC, a
reprodutibilidade e prebiséo do método da Presente
invencio, ou seja, a aplicagcido de uma etapa de

desproteinizacéo Simplificada e com a maxima

As figures 2 e 3 mostram. a reprodutibilidade e
precisido do método da Presente invencao representado
PCr cromatogramas de HPLC de misturas Sintéticas de
2',3’—dideoxicitidina (ddc), 2’,3’—dideoxiinosina
{adIy, 3’—azido—2,3’-dideoxitimidina (AZT) =
traconazoel com fluidos corpdreos.

Para viabilizar O méiodo de deteccio do nivel s
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conhecidg de rifampicina. As instrucses de como

bProceder também podem ser fornecidas. Um eéxemplo tipico

propanol (1:1), benzeno, tolueno, diclorometano ou
cloroférmio ou de suas misturas e um conjunto de
misturas de fluido corpdreo, por exemplo plasma, com
rifampicina em diversas concentracgdes para se obter a
curva padriao nas condigdes do usudrio. Particularmente
preferidos sio uma soluciao aquosa de 2ZnS0O, em uma
concentracio de 0,2M até 1.0M e, como Ssolvente, uma

mistura de CH3CN/CH2CHOHCH3 (1:1).

de 0,9999 ¢ T'eCuperacao média de pelo menos 98% de
rifampicina, corroborando a Precisdo propici_ada pela
Unica etapa de Pré-tratamento da presente invencsio.

O presente método também ¢ apropriado bara a

WL TR Y v e e .
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de seus metabdlitos. A figura 5 mostra os teores de
rifampicina no pPlasma de dois pacientes SOoropositivos
Dara HIV com tuberculose, aos quais foram administrados

600 mg de rifampicina sendo O acompanhamento realizado

pelo fato de que o mesmo apresentava problemas

hepaticos.




ordeptin’)
TT+6666°0 | L0986666() 699986660 | ++116666°) COIEB666°0 | 296866660 6€SL66660 | op RURIIIRY
LOCHE6TY'T | 68926100 FILSBISL (474} IrL0 §LL0 FTLo 89L°0 8L DLL0 e
1068098¢"1 [ 52623500 O] 6THILOLE () LIty 89¢°0 SLE) £9¢°0 OLED 89t°0 i8¢0 0s ¢l
F891tH6° [ 1L9FFS000 000008810 §31°0 181°0 8L1°0 161°0 161°0 081°0 681°0 £79
LOSBELYS 19LST1+00°0 LS8IF160°0 L60°0 L300 060°0 +60°0 88070 880°0 960 oy
3809t89% "+ 998€0Z00°0) 1L$8TZt0°0 £F0°0 £r00 0roo 9t0°0 (0o 01070 croo Ve
EcLicngs ¢ 63EET 10070 LERTHOTO0) 100 6100 0700 1200 6100 100 T 8L0
LE189900°0 [ 608€TZ00°G 1ssztoo | 1roe 800°0) 6000 [410] Floo (41 Lo 080
£ean) 9 tun) ¢ ey teun) £ eun) zeun) AV
oedeney ap otipry (Jany
A0 | onsag LIPIN eIougquosqy oedendIN0Y
PUSerd woy ey (Oidueyry pp oraped seaqny . Lovpogg



R ad

wn

10

LRV
- °
> .

.
sesenve
°

)
.
.

Yava
Py
.

.
“
Queg
cen.
.

PR

LYY
.

‘.
.
()
.

.

v
e

. .
. -
e

As vantagens do método da presente invencido em
comparacido com as técnicas descritas na literatura s&o:
uma mais rapida determinacio do teor da droga pPresente
em um fluido corpdéreo mas mantendo a precisie
necesséaria nesse tipo de analise; utilizacao de técnicea
mais simples gque pode ser aplicada em centros
hospitalares de menor porte e en laboratéfios de campo

€; custos mais baixos o que permite o seu uso em

centros de saude publica.

Os exemplos—a seguir sao ilustrativos da invencdao

15

e representam concretizacdes Preferidas. Aqueles
versados na técnica podem, usando praticas rotineiras
de experimentacso, empregar outros materiais e técnicas
apropriados, tais como as substancias de extracdo acima
mencionadas e outros métodos de medida.

EXEMPLO 1

Este eéxemplo ilustra a determinacéo do teor de
rifampicina em plasma usando énsaio colorimétrico.

500 nl de plasma s3o misturados com 200 nl de
ZnS0O; 0.5M, 500 nl de acetonitrila:Z—propanol (1:1, v/v)
e 0,5 mg/ml de acido ascérbico €m um misturador tipo
vVortex e centrifugados por cerca de 3 minutos a 3.500
I'em. A medida €Spectrofotométrica da fase organica
sobrenadante permite a determinaciao do teor de
rifampicina no pPlasma.

Este ensaio leva 15 minutos para ser realizado, o

que & um tempo muito menor do que o utilizado nas
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técnicas descritas na literatura. Além disso, por
réquerer um numero de etapas de separacao bem menor
reduz as perdas de material e nao requer a utilizacao
de equipamentq mais caro e sofisticado e nem de pessoal
altamente qualificado.

EXEMPLO 2

0] propésito deste exemplo é mostrar a determinacao
do teor de rifampicina em plasma usando o Procedimento
por HPLC.

A 500 pl de Plasma, urina ou saliva contendo uma
quantidade desconhecida de rifampicina sao adicionados
a 250 pl de ZnS0,. 7H,0 0.5M, 1l ml de acetonitrila:2-
propanol (1:1, v/&) € a 0.5 mg/ml de &cido ascérbico. A
mistura & agitada 'mecanicamente Por 5 minutos e, em
Sequida, centrifugada por 10 minutos a 3.500 rpem. Uma
aliquota de 20 nl da fase organica sobrenadante é
retirada e injétada em uma coluna cromatografica.

As condicdes de operacdo no cromatégrafo sio: a
fase mével consiste de 38% de B em A, onde A = 0.1M
KH-PO, (10% H:0) e B = CH:CN, pH = 3.5. A mistura é
bombeada em condigdes de fluxo constante no valor de
cerca de 2 ml/minuto Sob uma pressio de cerca de 40 bar
a temperatura ambiente, como pof exemplo 30°C; g3 coluna
tem a especificacdo de RP 18 10 pm 250 x 4.6 mm; e a
deteccdo é feita no comprimento de onda de 254 nm.

As amostras de calibracao foram pPreparadas através

aa medida de uma solucdo de 201l de rifampicina. Foram
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Preparadas de trés ga seis amostras contendo 1.2%5

2 20
ug/ml de rifampicina. Os graficos de calibracsio {(pico
versus tempo) sao lineares. A completa calibracic r7oi
repetida diariamente. O tempo de retencédo parz 2
rifampicina foi de 4 minutos como mostrado na figuras

1.
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REIVINDICAGAOES
1. Método de determinacéo da concentracio de uma
selecionada droga no Corpo de um individuo com &

finalidade de monitorizar tanto a obediéncia do

drogas contidas em fluidos corpdbreos caracterizado por

compreeder as etapas de:

(a) misturar e agitar mecanicamente o fluido corpdreo
com solucdo de sulfato de zinco, um solvente apropriado
€ oOpcionalmente ums Ssubstincia anti-oxidante para

precipitar as Proteinas, liberando a droga qie tenha

ficado agregada as mesmas;

(b) centrifugar a mistura para obter a Separacdo de
fases;
(c) recuperar a fase sobrenadante € Proceder a medida

da concentracio da droga.

2. Método de acordo com a reivindicacéo 1

Caracterizado pela concentracac da solucio aquosa de

sulfato de zinco variar de 0.1M ate 5.0M.

3. Método de acordo com a reivindicacéo 3

caracterizado pela concentracio da solucéo aquosa de

sulfato de zinco variar de 0.2M até 1.0M.
4. Método de acordo com as reivindicac;c")es 1 a 3

caracterizado pelo solvente apropriado ser um solvente

bcliar, apolar ou Suas misturas.

5. Método de acordo com a reivindicacéo 4
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caracterizado pelo solvente apolar ser um solvente
organico selecionado do grupo consistindo de
acetonitrila/Z-propanol (1:1), benzeno, tolueno,
diclorometano, cloroférmio ou Suas misturas.

6. Método de acordo com a reivindicacéo 4

caracterizado pelo solvente polar ser selecionado do
drupo consistindo de &agqgua, dlcoois oy Suas misturas.

7. Método de acordo com 4s reivindicacées de 1 a s

caracterizado pelo fato do acido ascérbico ser g
==—c--frllzado

substancia anti=exidante usada na etapa (a) .

15

8. Método de acordo com as reivindicacdes 1 a 7

10. Método de acordo com as reivindicacées 1, 2,

3, 6 e 7 caracterizado pelo fato de que a droga a ser

analisada ¢ Selecionada do grupo de compostos de
antimonio, itraconazol e inibidores de pProteinase ou
transcriptase inversa.

11. Método de determinacéo da concentracdo da
rifampicina no Corpo de um individuo com a finalidade
de monitorizar tanto ga obediéncia do paciente ao

tratamento quanto a biodisponibilidade de drogas

contidas em fluidos corpdreos caracterizado por
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compreeder as etapas de:
(&) misturar e agitar mecanicamente o fluido corpdreo

com solucdo de sulfato de zinco, um solvente orgénico

acetonitriig/2-

selecionado do drupo consistindo de
propanol (1:1), benzeno, tolueno, diclorometano,
Suas misturas € opcionalmente umea

cloroférmio ou
sSubsténcia anti-oxidante bPara precipitar as pProteinas,

liberando a droga que tenha ficado agregada as mesma;

(b) centrifugar a mistura para obter a Separacido de

fases;

(c) recuperar a fase organica sobrenadante e Proceder a

medida da concentracao da droga wusando um ensaio
colorimétrico ou método de -cromatografia liguida de
alta resolucsio.

12. Método de acordo com a reivindicacao 11
Caracterizado pelo fato da concentracdo da solucio

aquosa de sulfato de zinco variar de 0.1M a 5.0M.

13. Método de acordo com a reivindicacéo 12

caracterizado pelo fato da concentracdo da solucio

dquosa de sulfato de zinco variar de 0.2M a 1.0M.

14. Método de acordo com as reivindicacses 11 a3 13

caracterizado pelo fato de que o solvente usado na

etapa (a) ser acetonitrila/2—propanol (1:1).

15. Método de acordo com as reivindicacdes 11 3 14
caracterizado pelo fato do 4acido ascorbico ser 3
—crdcterizado

Substancis anti-oxidante usada na etapa (a).

16. Método de acordo com as reivindicacdes 11 a

o
n
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caracterizado pelo fato da concentracdo da rifampicina

teere

ser determinada pPor medida espectrofotométrica 4 340

nm.

contida em um fluido corpdreo caracterizado por

consistir dos Seguintes reagentes:

(a) uma solucdo aquosa padrio de sulfato de zinco

contendo uma substancia anti-oxidante;

{(b) um solvente orgénico selecionado do grupo
10 consistindo de acetonitrila/Z—propanol (1:1), benzeno,
tolueno, diclorometano, cloroférmio ou suas mitura;
(c) padrdes de sero contendo umaquantidade conhecida
de rifampicina bpara preparar a curva padrdo para as
condicdes do usuario.
15 18. Kit de acordo com a reivindicacao 17
| caracterizado pelo fato da concentracio da solucio
aquosa de sulfato de zinco variar de 0.1M a 5.0M.

19. Kit de acordo com a reivindicacao 18

Caracterizado pelo fato da 'concentracéo da solucao
20 aquosa de sulfato de zinco variar de 0.2M a 1.0M.

20. Kit de acordo com as reivindicac;ées 17 a 19
caracterizado pelo fato da substéncia anti-oxidante
usada na etapa (a) ser acido ascédrbico.

21. Kit de acordo com as reivindicacsées 17 a 20

25‘ caracterizado pelo fato do solvente definido em (b) ser

acetonitrila/2—propanol (1:1).
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RESUMO
MONITORIZACAO DA OBEDIENCIA DO PACIENTE AOQ TRATAMENTO E
DA BIODISPONIBILIDADE DE DROGAS

PELA DESPROTEINIZACAO DE FLUIDOS CORPOREOS .

O objetivo da bresente invencio & fornecer um

Saude Publica. A monitorizacao dos niveis da droga é
obtida através de ensaios JQuantitativos que permitem g3
deteccio de drogas bpresentes em fluidos corpdreos em
concentracdes abaixo de 0.3 ng/ml. O método é
caracterizado POor uma etapa de desproteinizacéo Prévia

@ qual propicia a ecuperacio de pelo menos 973 da

Corpdreo, isto e, fazendo a desproteinizacéo na
pPresenca de znso, & Possivel retirar, com eficiéncia, a
droga que tenha ficado aderida as proteinas contidas no

fluido Corpédreo. Ressalta-se o fato de que o método da

do  que outros fluidos bioldégicos tais como urina,

caliva ou fluido lacrimal.

=]
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etapa simplificada e efetiva de desproteinizacéo a
partir de fluidos corpéreos, tais como © plasma,
Sangue, urina, saliva ou fluido lacrimal Seguida peiga
extracdo da. droga e sua Quantificacdao usando uma
técnica acurada, como por exemplo os ensaios
colorimétrico e HPLC.

Uma particular concretizacido refere-se a um método

bara quantificar rifampicina com a finalidade de

monitorizar os niveis dessa droga em fluidos Corpdreos
bem como a um kit de monitorizacido do tratamento da
tuberculose com base na determinacio da concentracao da

rifampicina em fluidos corpdrecs.
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